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COMMUNICATION

NOUVEAUX MODES D’ADMINISTRATION INTRAOCULAIRE EN
THERAPEUTIQUE OPHTALMOLOGIQUE

NOVEL DRUG DELIVERY SYSTEMS TARGETING INTRAOCULAR TISSUES

Par Marianne BERDUGO POLAK", Elodie TOUCHARD, Jean-Louis BOURGES, Laura KOWALCZUK, Carole
BLOQUEL, Mounia HALHAL, Francine BEHAR-COHEN

(Communication présentée le 3 février 2011)

— RESUME
La mise sur le marché de molécules innovantes pour le traitement des maladies oculaires chroniques
arévélé la pauvreté des moyens de les administrer, mais elle a aussi ouvert la voie a la recherche dans
ce domaine. Dans le but de limiter la fréquence des administrations, des polyméres, biodégradables
ou non, ont été développés pour libérer des principes actifs directement dans la cavité vitréenne.
L'utilisation du courant électrique est a I'origine de deux techniques d’administration innovantes :
I'iontophorese, qui permet d’administrer des principes actifs en intraoculaire sans aucune effraction,
et I'électroporation de plasmide dans le muscle ciliaire, qui permet de faire produire par ce muscle
une molécule thérapeutique, directement dans la chambre postérieure, et ce pendant plusieurs mois.
Dans le futur proche, pour chaque maladie nécessitant un principe actif particulier, nous disposerons
d’'une méthode adaptée d’administration ciblant spécifiqguement un tissu oculaire.

Mots-clés: Systémes de délivrance oculaire, polymeéres, poly (ortho esters), iontophorése, électroporation, élec-
trotransfert de plasmide, implant intraoculaire, systéme particulaire de délivrance.

— SUMMARY

The availability of new therapeutic molecules for the management of chronic intraocular diseases
has highlighted the deficiency of drug delivery systems for their administration. New research pro-
grams on drug delivery methods designed to reduce the administration frequency have led to the
development of various polymers, biodegradable or not, that release therapeutic molecules directly
into the vitreous cavity. Two innovating ocular delivery methods are now available, based on the use
of electrical current: iontophoresis, a non-invasive intraocular delivery method for various molecules,
and plasmid electroporation into the ciliary muscle, in which the muscle produces a therapeutic mol-
ecule directly inside the posterior chamber for several months. In the near future, we will be able to
administer therapeutic molecules to treat a specific disease using a method of administration targeting
a specific intraocular tissue.

Key words: Ocular drug delivery, polymers, poly (ortho esters), iontophoresis, electroporation, plasmids elec-
trotransfer, intraocular device, particle-mediated drug delivery.
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En thérapeutique ophtalmologique, quelles que soient la mala-
die a traiter et la molécule a administrer, le choix d’un mode
d’administration adapté est déterminant. Le mode d’adminis-
tration idéal est celui qui permet 'obtention d’'une concentration
thérapeutique durable, spécifiquement dans le tissu cible, épar-
gnant le reste de 'organisme et les autres tissus oculaires; c’est
aussi un mode d’administration atraumatique et facile 2 mettre
en ceuvre, nécessitant peu — ou pas — de retraitement. A
'heure actuelle, on sait trés bien cibler le segment antérieur de
I'ceil par des voies d’administration locales, tandis que le
ciblage du segment postérieur nous oblige a recourir soit a des
voies locales traumatiques (injections intravitréenne, rétro-
bulbaire), soit a des voies systémiques (intraveineuse, intra-
musculaire, per 0s), associées a des risques de complications ou
d’effets secondaires. Alors que notre arsenal thérapeutique
s'est enrichi de nouvelles molécules (antiangiogéniques, neu-
roprotectrices, immunomodulatrices) qui révolutionnent les pos-
sibilités de traitement des maladies oculaires chroniques, leur
mode d’administration constitue un facteur limitant, a la fois
de Pefficacité, de la compliance et entratne des risques de com-
plications. Un important domaine de recherche, qui concerne
les segments antérieur comme postérieur de I'ceil, est la mise
au point de systémes de délivrance prolongée et controlée de
principes actifs (PA), systémes qui permettent, en réduisant le
nombre d’administrations, de maintenir une concentration effi-
cace constante au site d'intérét. Un autre axe de recherche
concerne l'utilisation du courant électrique afin d’améliorer la
pénétration intratissulaire et intracellulaire de PA ou de plas-
mides codant des molécules d’intérét.

Le ciblage tissulaire nécessite le franchissement des barrieres
oculaires par le principe actif. Les dispositifs oculaires de déli-
vrance prolongée des médicaments contournent ces barrieres,
soit parce qu'on les injecte directement dans une cavité intrao-
culaire, si leurs propriétés physiques le permettent, soit parce
qu’on les implante chirurgicalement au contact des tissus 2 trai-
ter, s'ils sont solides. Leur principal avantage est qu'ils délivrent
progressivement un PA pendant des semaines ou des mois, temps
pendant lequel aucune ré-administration n’est nécessaire. Ils
sont congus spécifiquement pour traiter un tissu ou un type cel-
lulaire, dans un type de maladies, sont adaptés aux propriétés
physico-chimiques d’un principe actif et au type de cinétique
de délivrance souhaité.

SYSTEMES POLYMERIQUES DE DELIVRANCE
MEDICAMENTEUSE

Implants polymériques solides non
biodégradables

Ces implants sont fabriqués avec un polymeére qui contient le
principe actif dans sa structure et le libere par diffusion dans le
milieu environnant, tandis que la structure elle-méme n’est pas
dégradée. Leur principal inconvénient est qu'ils nécessitent une
premiere intervention chirurgicale de mise en place et une

seconde, pour les retirer ou les remplacer une fois vides. Ces
interventions concernent essentiellement le segment postérieur
et sont associées aux complications habituelles : hémorragie,
décollement de rétine, endophtalmie, cedeme maculaire cys-
toide, formation de membranes épirétiniennes, ou 2 une pos-
sibilité de migration de I'implant (Lim et al. 1999). Différentes
structures polymériques sont compatibles avec 'usage ophtal-
mologique. Les implants de copolymeres d’alcool polyvinylique-
acétate de vinyle-éthylene (PVA-EVA) permettent une libé-
ration de médicaments pendant des durées qui atteignent trois
ans, sans pic initial de libération (burst) et avec un passage sys-
témique limité (Driot et al. 2004). Deux implants intravitréens
ont été commercialisés par Bausch & Lomb : Vitrasert qui libere
4,5 mg de ganciclovir en cing a huit mois, indiqué dans la réti-
nite a cytomégalovirus et Rétisert qui libere 0,59 mg d’acéto-
nide de fluocinolone en 30 mois, indiqué dans les uvéites pos-
térieures non infectieuses. Leur prix est cependant prohibitif
pour la médecine vétérinaire et le Vitrasert a été retiré du
marché en raison d’un taux de complications important.

En 2002, des cellules génétiquement modifiées pour produire
du Ciliary Neurotrophic Factor (CNTF) (cytokine neuropro-
tectrice), encapsulées dans un polymere, ont été implantées dans
la cavité vitréenne de jeunes chiens, 4gés de sept semaines et
atteints d’atrophie rétinienne progressive. Les cellules ont
secrété du CNTF pendant sept semaines et les controles his-
tologiques montrent une réduction significative de la vitesse de
dégénérescence rétinienne (Tao et al. 2002). Limplant ne
modifie pas 'électrorétinogramme (ERG) chez le lapin normal
(Bush et al. 2004). Le dispositif NT-501, utilisant cette tech-
nologie de cellules encapsulées, a été mis au point pour étre fixé
dans la cavité vitréenne humaine. Il a été testé dans des études
de phase I et II/III chez des patients atteints de dégénérescence
des photorécepteurs (Thanos et al. 2004). le CNTF a été
secrété pendant six semaines dans le vitré des patients et une
amélioration de 'acuité visuelle & 6 mois a été constatée dans

50% des cas (Sieving et al. 2000).

Implants polymériques solides biodégradables

Lorsque 'implant est biodégradable, le PA est libéré au fur et
a mesure de sa dégradation. Les plus utilisés sont les implants
d’acides poly-lactique (PLA), poly-glycolique (PGA) et poly-
lactique-co-glycolique (PLGA). Chydrolyse des chaines poly-
mériques entraine un pic initial de libération (Vert et al.
1994), suivi d'une phase de diffusion qui dépend de la vitesse
de dégradation du polymere, de la surface de 'implant et de I'hy-
drosolubilité du PA, et d’un pic final de libération (Miller et al.
1977). Plusieurs formes d’implants existent : bAtonnet, clou, gra-
nulaire, discoide ou en plaque et on peut les implanter en
chambre antérieure, dans le vitré, en pars plana ou en intra-
scléral. Un implant cylindrique de PLGA contenant 60 g de
dexamethasone est actuellement a l'essai (Surodex®)chez
I’homme : implanté sous le volet scléral au cours d’une inter-
vention combinée de phako-trabéculectomie, il permet un bon
contrdle de la pression intra-oculaire pendant au moins 20 mois,
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alors que la totalité de la dexamethasone est libérée en deux
semaines (Seah et al. 2005). Le méme implant, placé dans la
chambre antérieure de rats, a réduit le taux de rejet de greffe
cornéenne (Kagaya et al. 2002). Un implant de PLGA conte-
nant de ’héparine s’est également montré efficace pour prévenir
'opacification secondaire de la capsule postérieure du cristal-
lin chez le lapin (Xie et al. 2003) et des clous scléraux de PLGA
contenant du tacrolimus (FK506, immunosuppresseur) ont
réduit significativement l'incidence des uvéites. Chez la souris
atteinte de dégénérescence rétinienne, des substrats de
PLA/PLGA contenant des cellules souches rétiniennes ont été
greffés dans Pespace sous-rétinien: dix fois plus de cellules
souches ont ainsi survécu et se sont différenciées, par rapport
a leur injection simple sans encapsulation (Tomita et al. 2005).

Les polycaprolactones (PCL) et les polyanhydrides sont aussi
utilisés dans I'ceil et permettent une libération médicamenteuse
réguliere respectivement pendant plus de 250 jours (Peyman

etal. 1996) et trois ans (Leong et al. 1986).

Dans notre laboratoire, nous avons beaucoup travaillé avec
des poly (ortho esters) (POE) qui sont des polymeres hydro-
phobes dégradés par érosion de surface, laquelle autorise la libé-
ration réguliere du PA dans un milieu biologique. Les POE ont
une excellente biocompatibilité qui a été testée apres des
injections sous-conjonctivales, intracamérulaires, intravi-
tréennes (figure 1) ou suprachoroidienne (Einmahl et al.
2003). En faisant varier leur composition chimique, on agit sur
leur consistance qui peut aller d’un état solide a un état semi-

solide injectable, on modifie leur vitesse de dégradation et donc,
la durée pendant laquelle est libéré le PA. Chez le lapin, le POE
IV contenant un % de 5-fluorouracile ou de 5-chlorouracile

(agents antimétabolites et antifibrosants), injecté sous la
conjonctive en fin de chirurgie filtrante du glaucome, améliore
le taux de succes chirurgical (Einmahl et al. 2001; Polak et al.
2008). Le POE IV/1% 5-FU est actuellement en essai clinique
de phase Il chez I’homme et trois mois apres 'intervention, les
bulles de filtration, témoins de la perméabilité de la sclere a ’hu-
meur aqueuse, sont toujours présentes (données non publiées).

Systemes particulaires de délivrance des
médicaments

[l s’agit des nanospheres, nanocapsules, microspheres et micro-
capsules selon que leur taille est de 'ordre du nm ou du wm et
qu’elles possedent ou non une cavité centrale. Comme précé-
demment, le PA est « piégé » dans une matrice polymérique,
mais le grand avantage des particules est de pouvoir les injec-
ter & 'aide d’une aiguille fine, ce qui rend leur usage plus simple
et réduit les risques associés. Leur taille et leur composition chi-
mique influencent leur comportement in vivo : les microparti-
cules se comportent comme un réservoir dans le corps vitré, les
microspheres de PLA persistent environ un mois et demi dans
le vitré de lapin, tandis que les nanoparticules diffusent rapi-
dement et sont internalisées dans les cellules des segments anté-
rieur et postérieur (Ogura & Kimura, 1995; Bourges et al. 2003;
de Kozak et al. 2004; Bejjani et al. 2005).

Expérimentalement, des microsphéres de PLGA contenant du
GDNEF (Glidl cell line-Derived Neurotrophic Factor, facteur de survie
neuronale), injectées dans ’humeur vitrée de souris, retardent
la dégénérescence rétinienne mais, dans certains cas, elles s’agre-
gent, provoquant une réaction gliale rétinienne (Andrieu-Soler
et al. 2005), sans répercussion sur 'ERG. Des nanoparticules

Persistance d’une bulle de filtration chez le lapin apres
chirurgie filtrante complétée par une injection sous-
conjonctivale de poly(ortho esters) (POE) libérant un
anti-mitotique.
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Figure 1 : A : Aspect visqueux, semi-solide du poly (ortho esters) le rendant injectable. B, C, D : Tests de biocompatilibilité réalisés chez le lapin dans 'espace
sous-conjonctival (B), en chambre antérieure (C), dans le vitré (D). E : Le poly (ortho esters) (POE) a été utilisé chez le lapin pour administrer du 5-chlorou-
racile (5-CU) ou du 5-fluorouracile (5-FU) (deux anti-mitotiques) en per-opératoire de la chirurgie filtrante, dans le but d’inhiber 'obturation du site de filtra-
tion responsable d’échecs chirurgicaux. La perméabilité a I’humeur aqueuse du site de filtration est attestée par la persistance d’une bulle de filtration. D’apres Polak

MB et al. 2008
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Figure 2 : A, B, C: Applicateur scléral d’iontophorése dans lequel circule la solution thérapeutique ainsi que I'électrode active. D: Appareil d'iontophorése com-
plet composé d’un générateur, d'un applicateur scléral, de tubulures et d’une électrode de retour. E, F: Examen en lampe a fente d’un rejet aigu de greffe cornéenne
avant traitement (E), a J4 (F) aprés avoir recu trois iontophoreses (1,5 mA pendant 4 minutes) de succinate de méthylprednisolone (62,5 mg/mL). A-C, E-F :

d’aprés Halhal et al. 2004

d’albumine ont été utilisées comme systéme de délivrance de
médicaments dans le vitré, avec une excellente tolérance
(Irache et al. 2005 ; Normand et al. 2005). La forme liposomale
d’encapsulation des PA (antibiotique, antiviral, antifongique,
antimétabolite...) rend les molécules moins toxiques que leur
forme libre (Bochot et al. 2000) et augmente leur demi-vie, sauf
en cas d’infection. Des oligonucléotides et des peptides ont été
expérimentalement administrés de cette maniére (Bochot et al.
2002 ; Lajavardi et al. 2007), ce qui améliore leur stabilité dans
le vitré (Bochot et al. 2000).

AMELIORATION DE LA DELIVRANCE DE
MEDICAMENTS PAR L'UTILISATION DU
COURANT ELECTRIQUE

Lapplication d’'un courant électrique de faible intensité sur un
tissu oculaire a pour effet de rendre plus perméables les barrieres
oculaires et d’améliorer la pénétration intratissulaire et intra-
cellulaire soit d'un principe directement actif, soit d'un plasmide
codant une protéine thérapeutique. Deux grands systemes qui
utilisent cette propriété ont été développés en ophtalmologie:
I'iontophorese, dont un dispositif oculaire sera commercialisé
sous peu par la société Eyegate Pharma, et 'électrotransfert du
muscle ciliaire, en phase expérimentale.

lontophorése oculaire

Liontophorese est 'application d’'un courant électrique de faible
densité pour améliorer la pénétration de molécules préférentiel-
lement chargées, au travers de voies de passage tissulaires et cel-
lulaires préexistantes. Ce procédé est utilisé pour faciliter la
pénétration d’acides nucléiques (Berdugo et al. 2003 ; Kalia et al.
2004). Les parametres qui influencent lefficacité de la déli-
vrance tissulaire sont le pH du milieu, la densité du courant, la
forme des électrodes, la durée du traitement, la concentration et
les propriétés physicochimiques de la molécule. Le matériel com-
prend un générateur de courant électrique, un applicateur ocu-
laire jouant le role 2 la fois d’électrode et de réservoir de PA, met-
tant celui-ci en contact avec 'ceil au moment ot le courant
électrique facilite la pénétration intraoculaire de la molécule d’in-
térét; enfin une électrode de retour de contact (figure 2 A a D).
Liontophoreése peut étre transcornéenne, transpalpébrale, ou
transcornéosclérale. L'iontophorese transcornéosclérale (1 ou
1,5 mA/cm?) permet 'obtention de concentrations significatives
d’oligonucléotides intacts, fragments nucléiques permettant d’in-
hiber spécifiquement expression d’'un géne, une heure apres, dans
la cornée, l'iris et le corps ciliaire, six heures apres, dans la rétine
et la choroide (Voigt et al. 2002; Berdugo et al. 2003). Ses avan-
tages sont sa facilité d’utilisation, I'absence d’effraction oculaire
et de douleur et son absence de toxicité lorsque le courant est cor-
rectement dosé.
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En ophtalmologie humaine, I'iontophorese de corticostéroides
a été cliniquement testée dans le traitement du rejet aigu de
greffe cornéenne (figure 2 E-F). Le phénomene de rejet a pu
étre arrété dans 15 cas sur 17 (Behar-Cohen et al. 1997). Ce pro-
cédé, qui a été développé dans notre laboratoire, est sur le point
d’étre commercialisé, pour I'ophtalmologie humaine, par la
société Eyegate Pharma (Seah et al. 2005).

Electrotransfert de plasmide dans le muscle

ciliaire
Lélectrotransfert est une méthode physique de transfert de
génes au cours de laquelle 'application, sur le tissu cible - ici le
muscle ciliaire oculaire -, d’impulsions électriques courtes
permet une transfection génique. Il constitue une alternative a
la thérapie génique virale pour laquelle le devenir des particules
virales dans l'organisme n’est pas encore maitrisé. Les autres avan-
tages de I'électrotransfert sont son cofit, la facilité de sa mise en
ceuvre et surtout, son efficacité. Dans la plupart des publications,
’électrotransfert induit une expression du transgéne 10 2 1000
fois plus importante que I'injection d’un plasmide nu sans cou-

rant électrique (Mir et al. 1999). Le matériel comprend un géné-
rateur d’impulsions électriques et des électrodes dont la forme
est adaptée au tissu cible. Papplication d’impulsions électriques
déstabilise la membrane plasmique et au-dela d’un seuil, la per-
méabilise. Cette déstabilisation est réversible et dure quelques
minutes (Somiari et al. 2000). Cependant, ’ADN, de par sa taille,
doit étre injecté dans le tissu avant 'application des impulsions.

Notre équipe a développé cette méthode d’électrotransfert de
plasmide dans le muscle ciliaire. Celui-ci est utilisé comme «réser-
voir» sécrétant une protéine thérapeutique dans les milieux ocu-
laires pendant plusieurs mois (Bloquel et al. 2006). Sa situation
anatomique permet de cibler les maladies autant du segment
antérieur que du segment postérieur. Linjection dans le muscle
ciliaire se fait par une aiguille 30G, puis les électrodes sont pla-
cées comme le montre la figure 3A: la cathode-fil, dans le canal
laissé par P'aiguille d’injection et I'anode, en regard de celle-la,
a la surface sclérale. La localisation de I'expression du géne rap-
porteur dans le muscle ciliaire est controlée macroscopiquement
et en immunohistochimie (figure 3B).

A - Electrotransfert du muscle ciliaire: technique

Cathode=fil

dans le muscle
ciliaire

Anode =Feuillet de
platine placé sur la sclére

ession a J7

B - Electrotransfert du géne rapporteur §-Galactosidase (pVAX1-LacZ : 30 ug):
localisation macroscopique de I’'expr

_ E'E:cti:ga 1sfet

Figure 3 : A : Electrotransfert de plasmide dans le muscle ciliaire : une cathode-fil est introduite dans le canal laissé par I'injection du plasmide en solution, une
anode est placée a I'extérieur au contact de la sclére en regard du muscle ciliaire ; B : Localisation macroscopique de I'expression d'un géne rapporteur codant la
f-galactosidase (bleue) a sept jours. Gauche : ceil témoin non traité — Droite : ceil traité par électrotransfert de plasmide codant la 3-galactosidase. Les fleches déli-

mitent le muscle ciliaire. D’aprés Touchard et al. 2009
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Plusieurs protéines ont ainsi été produites par le muscle ciliaire:
une protéine fluorescente, la luciférase (figure 4), un récepteur
soluble du TNFa (cytokine pro-inflammatoire), 1’érythro-
poiétine. On obtient un fort niveau d’expression protéique a la
fois dans ’humeur aqueuse et dans le vitré pendant trois a neuf
mois. Le potentiel thérapeutique de 1’électrotransfert d’un
plasmide codant ce récepteur soluble du TNFa (qui piege le
. TNFa) a été testé chez le rat dans un modele d’uvéite induite
par endotoxine. De forts niveaux d’expression du récepteur ont
été mesurés dans les milieux oculaires, en relation avec une forte
inhibition des signes cliniques et histologiques de I'uvéite, tandis
que les taux sanguins étaient non mesurables (Bloquel et al.

2006 ; Kowalczuk et al. 2009 ; Touchard et al. 2009).

On voit donc se développer, au travers de ces nouvelles
méthodes d’administration, une autre conception du traitement
ophtalmologique qu’on pourrait qualifier de « sur mesure ». La
réponse aux questions : « 4 quel stade en est la maladie 7», « Quel
est le tissu ou le type cellulaire a traiter ? », « Dans quel état se

trouve-t-il ? », « Quel type de molécule devons-nous adminis-
trer, a quelle dose et pendant combien de temps ? », détermi-
nera le choix de la méthode la plus adaptée : choix d’un sub-
strat, d’un dispositif et d’'une voie d’acces. La nécessité cruciale
de limiter le nombre d’injections intraoculaires dans le traite-
ment des maladies chroniques a accéléré la mise au point de sys-
temes de libération prolongée. Des méthodes non virales de
transfert de géne se développent en alternative aux méthodes
virales actuelles, avec un éventail de tissus cibles de plus en plus
large, et la perspective de transformer un tissu oculaire en une
fabrique produisant in situ son propre médicament est tentante.
Ce ciblage de plus en plus précis, favorisé par des méthodes
locales spécifiques, non seulement améliore efficacité des
traitements, mais minimise les effets indésirables locaux comme
systémiques ; et ce dernier aspect est particulierement impor-
tant quand on sait que la plupart des maladies cécitantes sont
des affections locales qui ne menacent en rien la vie des
patients.

| Electrotransfert du géne rapporteur GFP (pVAX1-GFP : 3 ug):

localisation microscopique de I’expression a J8
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Figure 4 : A : Histologie du corps ciliaire ; B : Localisation microscopique de I'expression d’un gene rapporteur codant la Green Fluorescent Protein (GFP verte)
aJ8 ; C: Localisation du muscle ciliaire (marqué par I'anticorps anti alpha-sm-1, rouge); D : Co-localisation des deux marquages (d’aprés Bloquel et al. 2005);
E : Cinétique d’expression d'un géne rapporteur codant la luciférase : mesure de activité de la luciférase sécrétée au cours du temps dans le groupe traité par élec-

trotransfert du gene rapporteur (courbe bleue) ou par injection simple de ce géne, sans électrotransfert (courbe jaune) . Avec I'aimable autorisation d’Elodie Touchard,

Inserm UMRSS872, équipe 17.
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